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0 Malaria-spezifische DNA-Sequenzen, ihre Expressionsprodukte und deren Verwendung. 


© Die Erfindung betrifft malaria-spezifische DNA-Sequenzen, ihre Expressionsprodukte und deren Verwendung. 

Eine Kombination von drei der Expressionsproteine, deren DNA-Sequenzen durch Screening einer lambda 
gtli-Genbank mit einem monospezifischen Antiserum gegen die protektive 41 kD-Antigenbande aus P.falciparum 
isoliert wurden, schtitzen in Modellversuchen Aotusaffen vollstSndig vor einer P.falciparum-infektion. 
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Malaria-spezifische DNA-Sequenzen, ihre Expressionsprodukte und deren Verwendung 


Ein wichtiger Schritt zur Entwicklung einer Vaccine gegen Malaria 1st die Identifizierung protektiver 
Antigene. Als protektiv werden im allgemeinen solche Antigene eingestuft, die bei in vivo Versuchen im 
Tiermodeli wie z.B. in Saimiri- Oder Aotus-Affen einem Schutz vor einer intravenos gesetzten P.faiciparum- 
Infektion ergeben haben. Bisher sind nur unbefriedigende Schutzversuche am Menschen beschrieben 
5 worden, aber mehrere isolierte P.faiciparum Proteine haben eine komplette Oder teilweise Schutzwirkung im 
Tiermodeli gezeigt. Dies trifft sowohl fQr gelektrophoretisch gereinigte Proteinfraktionen von 75kD und 
lOOkD zu ais auch fur die gelektrophoretisch gereinigten Proteinbanden der Molekulargewichte 200kD, 
140kD und 41kD (L.H. Perrin et al. (1984), Clin.exp.lmmunol. 56, 67-72; L.H. Perrin et al. (1985) 
J.CIin.lnvest. 75, t718-1721; W.A. Siddiqui et al. (1987), Proc.Natl. Acad.Sci., USA 84, 3014-3018). Von den 
io bisher biotechno-logisch hergestellten fur Merozoiten spezifischen Proteinen zeigten ein rekombinantes 
Expressionsprotein der "5 repeat Region" des sog. RESA 155kD Merozoitenproteins als auch ein 
synthetisches Oligopeptid des 200kD Merozoitoberfiachen-Vorlauferproteins sowie eine Kombination syn- 
thetischer Oligopeptide von Proteinen der Molekulargewichte 35kD, 55kD und 200kD in Immunisierungsver- 
suchen mit Saimiri- oder Aotusaffen eine partielle Schutzwirkung. Gentechnologisch hergestellte rekembi- 
75 nante Proteine der obigen Antigene, welche eine Schutzwirkung in in vivo Experimenten mit Affen zeigen, 
sind potentielle Kandidaten ftlr eine Malaria-Vaccine. 

Ziel der Arbeiten war es. codierende Sequenzen fur die von L. Perrin (1985 a.a.O) beschriebene 
protektive 41kD-Antigenbande zu isolieren, die Sequenzen zur Expression zu bringen und die Expressions- 
produkte auf ihre protektive Wirkung hin im Affenmodell zu testen. Mit Hilfe eines spezifischen Antiserums 
20 gegen die 41 KO-Antigenbande wurden aus einer genomischen Expressionsbank funfzehn Klone isoliert und 
die Struktur ihrer Insertionen aufgeklSrt. Oie Sequenzen der Klone 41-1 bis 41-10 und 41-12 bis 41-15, 
sowie 41-17 sind in Tab. 1-15 dargestellt Mit Hilfe zweler Immunologisch sehr intensiv reagierender Klone 
(41-2 und 41-7) wurden aus dem zum Screening verwendeten Serum monospezifische Antikorper isoliert. 
Diese Antikorper reagieren im Western Blot spezifisch mit einem Merozoiten-Antigen von 41 kD. 

25 Mit der Insert DNA des Klons 41-2 hybridisierte im Southern Blot ein 3,0 kb EcoRI-Fragment und ein 
2,0 kb Sau3A-Fragment. Beide DNA-Fragmente wurden isoliert und sequenziert. 

Das Sau3A-Fragment enthalt die vollstandige codierende Region des 41-2 Gens. Diese enthalt keine 
Introns und codiert fUr 184 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 21512 D. Das 41-2 Protein besitzt 
eine Signalsequenz und zwei weitere hydrophobe Abschnitte. Repetitive Sequenzanteile sind nicht vorhan- 
30 den. Western Blot Analyse von Schizontproteinen mit Kaninchen-Antiseren, welche gegen ein Expressions- 
produkt hergestellt wurden, das 70 % der codierenden Region beinhaltet, ergab eine Bande von 29 kD. 
Weiterhin konnte durch Northern Blot Analyse eine mRNA von 1.6 kb nachgewiesen werden. 

Die Insert DNA des Klons 41-7 codiert dagegen fOr das 41kD Protein. Kaninchen-Antiseren, welche 
gegen ein Fusionsprotein von 41-7 hergestellt wurden, erkennen im Western Blot eindeutig eine 41 kD 
35 Bande. Durch Screening einer genomischen lambda gtil EcoRT Genbank mit der Insert DNA des Klons 41-7 
konnte ein Klon identifiziert werden, der ein malariaspezifisches Insert von 2.3kb enthalt Dieses wurde 
isoliert und sequenziert. Es enthalt die gesamte codierende Region fur ein 41kD Protein. Das Gen codiert 
keine Signalsequenz und enthalt weder Introns noch repetitive Abschnitte. Die abgeleitete Aminosaurese- 
quenz des 41 kD Proteins von P.faiciparum ist hochhomolog (>60%) zu Aldolasen aus Muskel und Leber 
40 von Saugern und zur Aldolase von Trypanosoma brucei. Im Gegensatz zum Saugergenom konnte fiir 
P.faiciparum nur ein Aldolasegen pro Genom durch Southern Blot Analysen festgestellt werden. 

Die Klone 41-1, 2. 3, 4. 5. 6. 7. 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 17 wurden aufgrund ihrer Kreuzreaktivitaten mit 
dem Antiserum gegen die 41 kD Proteinbande detektiert. Sie sind zur Herstellung einer Vaccine geeignet. 
Die Insert-DNAs der Klone 41-1 bis 41-5, sowie 41-7, 41-10 und 41-14 wurden in dem Vektor pEX-31 zur 
45 Expression gebracht und die resuitierenden Fusionsproteine wurden gereinigt Eine Kombination einer 
immunologisch wirksamen Menge von drei Expressionsprodukten (41-1, 41-2, 41-3) schUtzt Aotusaffen vor 
einer P.faiciparum Infektion. 

Die Erfindung betrifft folglich 

a) die gereinigten und isoiierten DNA-Sequenzen der Klone 41-1 bis 41-10, 41-12 bis 41-15 und 41- 

50 17 sowie 41-2gen und 41-7gen einschliefllich ihrer Transkriptionsprodukte, 

b) diese Sequenzen ganz Oder teilweise enthaltenden DNA-Strukturen und Vektoren, 

c) mit solcher DNA transformierte pro- oder eukaryotische Zellen, 

d) die von diesen Zellen auf Grund der Transformation exprimierten Polypeptide Oder Teile davon, 

e) deren Aminosauresequenzen, 
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f) Antikorper gegen die Polypeptide unter (d) einschliefllich ihrer Anwendung zur passiven Immunisie- 
rung, zur Diagnostik und zur Reinigung besagter Polypeptide, 

g) Impfstoffe gegen Malaria, die Aminosauresequenzen von (e) alleine Oder in Kombination enthalten, 

h) ein Verfahren zur gentechnischen Herstellung der unter (d) angefuhrten Polypeptide Oder Teilen 

s davon, 

i) sowie Anwendung der besagten Aminosauresquenzen zur Diagnostik. 

Weitere Ausgestaltungen der Erfindung sind in den nachfolgenden Beispieien, Tabellen und den 
Patentanspruchen aufgefuhrt. 

10 

Beispiele 


75 Beispiel 1 : 


Screening einer lambda gtll-Expressions-Bank mit dem monospezifischen anti-41 kD Serum 

20 10 6 PFU (plaque forming units) einer genomischen lambda gtll Expressionsbank (hengesteilt aus DNA 
des P.falciparum-Stammes T996) wurden mit einem Antiserum gegen die 41 kD Antigenbande (L.H. Perrin 
et al. (1985) a7alO.) aus dem P.faiciparum-Stamm SGE2 nach bekannten Methoden (L.S. Ozaki (1986), J. 
Immun. Method. 89, 213-219; Promega Biotec (1986), Proto Blot Immunoscreening System, Technical 
Manual) gescreent. Als Detektionssystem diente dabei ein anti-Kaninchen-tgG / alkalische Phosphatase- 
25 Konjugat (Promega, Bestell- Nr. P 3731). 

Durch das Screening der genomischen lambda gtil-Genbank mit dem Antiserum gegen die 41 kD 
Proteinbande konnten zwei sehr intensiv reagierende Klone (41-2 und 41-7) sowie dreizehn weitere 
schwacher reagierende Klone (41-1, 41-3, 41-4, 41-5, 41-6, 41-8, 41-9, 41-10, 41-12, 41-13, 41-14, 41-15 
und 41-17) und etwa 40 weitere sehr schwach reagierende Klone identifiziert werden. Die Insert-DNA's der 
30 funfzehn Klone, die 140bp bis 650bp betragen, wurden mit EcoRI herausgeschnitten und zur weiteren 
Charakterisierung in die EcoRI-Stelle des Vektors pUC8 kloniert. 


Beispiel 2 
35 

Sequenzierung der Insert-Fragmente Klone 41-1 bis 41-10, 41-12 bis 41-15 und 41-17 

Die Sequenzierung der Insert-DNAs erfolgte nach der Didesoxymethode mit Hilfe sines Primers und 
40 eines Reverse Primers direkt von den pUC8-Plasmiden (E.Y. Chen and P.H. Seeburg (1985), DNA 4, 165- 
170). Die Tabellen 1-15 zeigen die malaria-spezifischen DNA-Sequenzen und die daraus abgeleiteten 
Aminosauresequenzen der Klone 41-1, 41-2, 41-3, 41-4, 41-5, 41-6, 41-7, 41-8, 41-9, 41-10, 41-12, 41-13, 
41-1 4 f 41-15 und 41-17 in den einzig mdglichen offenen Leserahmen. Innerhalb dieser 15 Sequenzab- 
schnitte findet man keinerlei Uberlappungen und Homologien. Mit Hilt© des UWGCG (University of 
45 Wisconsin, Genetic Computer Group)-Progamms wurden dies© 15 Sequenzen auf homologe Sequenzab- 
schnitte innerhalb der EMBL-Datenbank untersucht. Keine dieser 15 Partialsequenzen Oder groflere homolo- 
ge Abschnitte sind bisher beschrieben worden. Lediglich die Sequenz des Klons 41-10 besitzt von 
Nukleotid 1 bis 134 eine 74 %ige Homologie mit einer Teilsequenz von Nukleotid 2144 bis 2274 des 140kD 
Protein Gens, wie in der Anmeldung DE-P 37 41 057 vorgeschlagen. Die Sequenz des Klons 41-10 ist auch 
so die einzige, weiche fur P.falciparum-Proteine typische repetitive Sequenzabschnitte beinhaitet. Die Amino- 
sauresequenz dieses Klons verfQgt Liber drei Tetrapeptide der Sequenz Pro-Ser-Glu-Ser, wobei der zweite 
Serinrest des zweite n Repeats, verursacht durch eine G-A Transition, durch einen Asparagin-Rest ersetzt 
ist. 

Weiterhin besitzt die Sequenz des Klons 41-7 von Nukleotid 50 bis 163 eine 56 %ige Homologie mit einer 
55 Aldolase mRNA von Nukleotid 218 bis 331 aus der Ratte (T. Mucai et al. (1986), J. Biol. Chem. 261, 3347- 
3354). 


3 



EP 0 322 712 A2 


Beispiel 3 


Nachweis des 41 kD Antigens mit Hilfe von spezifischen Antikorpem gegen die Expressionsklone 41-2 und 
5 41-7 

Aus dem Antiserum gegen die 41 kD Proteinbande wurden nach der Methode von L.S. Ozaki (1986, 
a.a.O.) Antikorper isoiiert, die spezifisch gegen die Produkte der Expressionsklone 41-1, 41-2, 41-3, 41-7, 
41-8 und lambda gtll (Kontrolle) gerichtet sind. 

to Zur Gewinnung von Schizonten wurde P.falciparum in Humanerythrozyten kultiviert (W. Trager und J.B. 
Jensen (1976), Science 193, 673-675) und durch Behandlung mit Sorbit synchronisiert (C. Lambros und 
J.p. Vanderberg (1979). J.Parasitol. 65. 418-420). Eine Anreicherung der Schizonten auf ca. 90 % wurde 
durch Flotation in Gelafundin™ (Braun Melsungen) erzielt (analog G. Pasvol et al. (1978), 
Ann.Trop.Med.ParasitoI. 72, 87-88). Die Schizonten wurden abzentrifugidrt, gewaschen, 5 min. in SDS- 
ts Probenpuffer auf 100* C erhitzt, mit Ultraschall behandelt und aliquotiert eingefroren. 

Aliquots der Schizontenlosung wurden fur die Western blot Analyse der oben erwahnten spezifischen 
Antikorper verwendet (D.A. Johnson et al. (1984) Gene Anal. Tech. 1, 3-8). Dabei reagierten die Antikorper, 
die mit Hilfe der Expressionsklone 41-2 und 41-7 isoiiert wurden, sehr intensiv mit einer 41kD Antigenbande 
aus Schizonten. 

20 

Beispiel 4 


25 Klonierung eines DNA-Fragmentes, das die genetische Information des Klons 41-2 beinhaltet 

15 tig genomische DNA des P.falciparum-Stammes FCBR, die durch Lyse von Schizont-Kulturen mit 
anschiieflender Ethidiumbromid-CsCI-Zentrifugation gewonnen wurden (P. Oquendo et ai. (1986) Molecular 
and Biochemical Parasitology 18, 89-101), wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, nach der 
so Vorschrift des Herstellers auf Gene Screen Membranen (Dupont) geblottet und anschlieflend mit nicktransla- 
tierter Insert-DNA des Klons 41-2 mit einer spezifischen Aktivitat von 10 7 bis 10 s dpm/ug hybridisiert. Nach 
dem Waschen des Filters in 0 ( 3xSSC (IxSSC: 0,15 M NaCI, 0,015 M NA-Citrat) und 1 % SDS 
(Natriumdodecylsulfat) bei 65 °C fOr 1 h wurden die Filter autoradiographiert. Mit Hilfe dieses Southern Blot 
Experimentes wurde ein ca. 3kb gro/tes genomisches EcoRI Fragment identifiziert, das mit der Insert-DNA 
35 des Klons 41-2 hybridisiert. In einem praparativen Gel wurden 60 ug mit dem Restriktionsenzym EcoRI 
geschnittene P.falciparum DNA des Stammes FCBR aufgetrennt, die Region von 2,8kb bis 3,2kb wurde 
ausgeschnitten und eiektroeluiert (B. Perbai (1984), A Pratical Guide to Molecular Cloning). Diese DNA 
wurde nach der Methode von T.V. Huynh et al. (in DNA cloning Vol. I, ed. D.M. Glover (1985), 49-88) in den 
Vector lambda gtlO kloniert. 10 s PFU der erhaltenen Genbank wurden mit nicktranslatierter Insert-DNA des 
40 Klons 41-2 nach bekannten Methoden (T. Maniatis et ai. (1982), Molecular Cloning, A Laboratory Manual) 
gescreent Daraus resultierten mehrere Phagenklone, die mit der Insert-DNA des Klons 41-2 hybridisierten. 
Die Phagen DNA eines dieser Kione wurde isoiiert (R.W, Davis et al. (1980), A Manual for Genetic 
Engineering, Advanced Bacterial Genetics), und mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut: ein 3,0kb 
gropes DNA-Fragment wurde geieiektrophoretisch gereinigt und in die EcoRI-Restrlktionsstelle des Vektors 
45 pUC18 subkloniert (Plasmid pUC 41-2gen). In der anschlie/Jenden Southern-Blot Analyse (T. Maniatis et al., 
a.a.O.) hybridisierte dieses 3,0kb EcoRI-DNA-Fragment des pUC 41-2gen, mit der Insert-DNA des Klons 41- 
2 . 


so Beispiel 5: 


Sequenzanalyse des Klons pUC 41-2gen 

55 Die Plasmid-DNA pUC 41-2gen wurde mit Hilfe eines Primers und Reverse-Primers von den EcoRI- 
Randstellen aus sequenziert (E.Y. Chen and P.H. Seeburg (1985) a. a. O.). Daraus konnten von den Enden 
des 3.0 kb EcoRI- Fragmentes jeweils etwa 250 Basen bestimmt werden. Die Sequenz eines dieser Enden 
ist dabei identisch mit der Insert-DNA des Klons 41-2. Zur Erstellung einer Restriktionskarte wurden je 0,5 
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ug des isolierten 3,0 kb EcoRI-DNA-Fragmentes mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen inkubiert, 
geletektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet und mit nicktranslatierter Insert-DNA des Klons 
41 “2 nach bekannten Methoden (T. Maniatis, a.a.O.) hybridised Anhand der Gro/le der zu hybridisierenden 
Restriktionsfragmente konnte auf die Entfernung verschiedener Restriktionsschnittstellen zur EcoRI-Schnitt- 
5 steile, die den beiden Klonen 41-2 und pUC 4t*2gen gemeinsam ist, geschlossen werden. Ausgehend von 
der so erstellten Restriktionskarte wurden Restriktionsfragmente des Klons pUC 41-2gen isoliert und zur 
Sequenzierung in die Phagenvektoren M13mpl8 und Ml3mpl9 subkloniert (F. Sanger et al. (1977), 
Proc.Natl.Acad.Sci. AJSA, 74, 5463-5467). Die Sequenz wurde dabei von der dem Gen eigenen EcoRI- 
Restriktionsstelie in Richtung zum s'-Ende des Gens bis zu einer Dral-Restriktionsschnittstelle bestimmt. 
io Die Tabelle 16 zeigt die DNA-Sequen 2 und die abgeleitete AminosMuresequenz dieses 1230bp umfassen- 
den Dral-EcoRI-DNA-Fragmentes des Klons pUC 41-2-gen. Die Sequenz von Position 1036 bis 1228 ist 
identisch mit der Insert-DNA von 41-2. Da die Sequenz des Klons 41-2 und die genomische Sequenz des 
Klons pUC 41-2gen von unterschiedlichen F.falciparum- Stammen herruhren (Stamm T996 aus Thailand und 
Stamm FCBR aus Kolumbien), scheint zumindest dieser Genabschnitt sehr konserviert zu sein, Der offene 
is Leserahmen dieser Sequenz beginnt in Position 784 mit einem ATG-Startcodon und endet mit einem TTC- 
Codon, welches zu der dem Gen internen EcoRI-Restriktionsschnittstelle gehdrt. Dieser Teil codiert fOr die 
149 N-terminalen Aminosauren des Proteins. Die Partialsequenz dieses Gens verfttgt Qber keine repetitiven 
Sequenzanteile. Die abgeleitete AminosMuresequenz beginnt mit einem Sequenzabschnitt von 18 Amino- 
sauren, von denen 4 sauer und 5 basisch sind. Gefolt wird dieser Sequenzabschnitt von einem hydropho- 
20 ben Teil bestehend aus 1 1 Resten, der von beiden Seiten durch saure Aminosaurereste fiankiert ist. Diese 
hydrophobe Region konnte als Signaisequenz fungieren. Die Region mit basischen und sauren Aminosau- 
ren vor dieser putativen Signaisequenz ist relativ lang; ahnlich iange Regionen wurden jedoch auch fUr 
andere P.falciparum Proteine beschrieben (T. Triglia et al. (1987), The EMBO Journal 6, 1413-1419). Die 
abgeleitete Aminosauresequenz wurde mit Hiife des UWGCG-Programms auf hyrophiie Regionen und 
25 Oberflachenbereiche sowie auf potentielle immunogene Epitop-Bereiche untersucht. Dabei wurden drei 
hydrophile Bereiche des Proteins ermitteit, die durch die Nukleotidsequenzen der Positionen 890 bis 907, 
1079 bis t093 und 1151 bis 1168 codiert werden. 

Der 5 nicht codierende Bereich des Gens ist extrem AT-reich (AT-Gehalt - 88,8 %), wie dies auch fUr 
andere P.falciparum Gene beschrieben wurde (J.L. Weber (1987), Gene 52, 103-109) und verfGgt in jedem 
30 der drei Leserahmen uber jeweils mehr als 15 Stopcodons. Weiterhin ist in Position 274 eine mogliche 
CAAT-Box vorhanden, von der 64 Nukleotide "down stream" eine mogliche TATA-Box lokalisiert ist. Diese 
Strukturen konnten eine mogliche Promotorregion fur dieses Gen spezifizieren. 


35 Beispiei 6: 


Isolierung des vollstandigen Gens fOr 41-2 

40 Die SequenzanalysB des Klons pUC 41-2gen ergab eine Sau3A Schnittstelle, die 947 bp von der 
EcoRFSchnittstelle entfernt ist. Durch genomische Southern Blot Analyse wurde ein 2,0 kb gro/tes Sau3A 
Fragment identlfiziert, das mit der Insert-DNA des Klons 41-2 hybridisiert (vgl. Beispiei 4), Somit soilte 
dieses Sau3A Fragment in 3 Richtung von der EcoRI-Stelle etwa uber 1050 bp der genetischen Information 
des 41-2 Gens verfOgen. In einem prSparativen Gel wurden 60 ug mit dem Restriktionsenzym Sau3A 
45 geschnittene DNA des Stammes FBCR aufgetrennt und DNA-Fragmente von 1.8 kb bis 2.2 kb isoliert. 
Diese DNA wurde wie vom Hersteller (Stratagene) angegeben in die Xhol-Stelle des Vektors lambda ZAP 
kloniert. 10 5 PFU dieser Genbank wurden mit nicktranslatierter Insert-DNA des Klons 41-2 gescreent und 
etwa 40 Phagenklone wurden identifiziert (vgl. Beispiei 4). Von einem dieser Phagenklone wurde durch 
automatische Excision nach der Methode von Stratagene eine Blueskript-Vektor (psK~ 41-2gen) isoliert. 
so Durch Restriktion dieser Plasmid-DNA mit Kpnl und EcoRI konnten zwei DNA-Fragmente von 950 bp und 
1050 bp isoliert werden, von denen das 950 bp Fragment im Southern Blot mit der Insert-DNA des Klons 
41-2 hybridisierte. Die Plasmid-DNA pSK“ 41-2 wurde mit Hiife eines Primers und Reverse Primers 
sequenziert (E.Y. Chen und P.H. Seeburg (1985) a.a.O.). Die Sequenz. die mit Hiife des Primers sequenziert 
wurde, ist identisch mit der Sequenz der Insert-DNA des Plasmids pUC 41-2gen von der Sau3A steile in 3 
55 Richtung. Das 1050 bp EcoRI DNA Fragment des Plasmids pSK~ 4l-2gen wurde in die EcoRI-Stelle des 
Vektors pKS + subkloniert (T. Maniatis et al., a.a.O.). Von diesem DNA-Fragment wurde eine Restriktionskar- 
te erstellt. Ausgehend von dieser wurden Restriktionsfragmente in die Bluescript-Vektoren subkloniert und 
nach der ssDNA Preparation sequenziert. (Instruction manual von Stratagene). Die Sequenz wurde dabei 
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von der EcoRI-Restriktionsstelle des 41-2 Gens in 3* Richtung bis zur Sau3A-Stelle vollstandig bestimmt. 
Die Tabelle 17 zeigt in Fortsetzung zur Tabelle 16 die DNA-Sequenz und die abgeleitete Aminosaurese- 
quenz dieses 1050 bp umfassenden EcoRI-Sau3A-DNA-Fragmentes des Klons pSK" 41-2gen. Dieser 
Genabschnitt codiert lediglich noch fUr 35 zusStzliche AminosSuren. bis ein TAG Stopcodon folgt. Der 3 
5 nicht codierende Bereich des Gens ist extrem AT-reich (AT-Gehalt = 84,7 %) und enthalt in jedem der drei 
Leserahmen jeweils mehr als 11 Stopcodons. Die Sl-Mapping-Technik (F.M. Ausubel et at. (1987), Current 
Protocols in Molekular Biology, Harvard Medical School, Boston) ergab keinerlei Hinweise fOr einen Intron- 
Exon-Aufbau dieses Gens. Schliefllich wurde durch Northern Blot Analyse (T. Maniatis et at., a.a.O) eine 
mRNA des Schizontenstadiums in der Gr6/3e von 1.6 kb detektiert. Daher muS angenommen werden, daC 
io das 41-2 Gen nur einen einzigen codierenden Abschnitt von 552 bp besitzt (AT-Gehalt = 73 %). Dieser 
codiert fOr ein Antigen von 21512 Dalton, welches eine Signalsequenz (vgl. Beispiel 5), aber keine 
repetitiven Abschnitte besitzt. Dieses Antigen verfugt neben der Signalsequenz uber zwei weitere hydropho- 
be Abschnitte in den Aminosaurepositionen 73 bis 85 und 130 bis 147, die eventuell eine Funktion fUr die 
Membranverankerung besitzen. 

15 

Beispiel 7: 


20 Expression der inserts der Klone 41-1 bis 41-5 sowie 41-7, 41-10 und 41-14 in dem Vektor pEX31 

Die Insertfragmente der Klone 41-1 bis 41-5, 41-7, 41-10 und 41-14 wurden nach Restriktion mit EcoRI 
gelelektrophoretisch isoliert, in den dephosphorylierten. mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdauten Vektor 
pEX31b ligiert (K. Strebel et al. (1986) Journal of Virology 57. 983-991) und in kompetente, das Plasmid 
25 pCI857 (F. Remaut et al. (1981), Gene 15, 81-93) enthaltende C600-Bakterien transformiert. Bnzelne 
Kolonien wurden mittels SDS-PAGE auf Expression der Plasmodien-spezifischen DNA-Sequenzen als MS2- 
Polymerase-Fuslonsproteine hin untersucht. Die Induktion erfolgte durch Temperaturerhohung nach der 
Methode von H. KQpper et al. (in Y.lkeda and T. Beppu (ed). Proceedings of the Fourth International 
Symposium on Genetics of Industrial Mikroorganisms (1982), Kyoto Kodansha Ltd., Tokyo). Alia 8 Fragmen- 
30 te konnten in hoher Ausbeute zur Expression gebracht werden. 


Beispiel 8: 

35 

Reinigung der Expressionsprodukte 

Kulturen von transformierten Bakterien wurden jeweils in 1 I LB-Medium mit 50 ug/ml Ampicillin und 25 
ttg/ml Kanamycin bei 28* C 20 h heftig geschOttelt Nach Zugabe von 4 I auf 42* C erwarmtem LB-Medium 
40 wurde erneut 4 h bei 42* C geschOttelt. Die Bakterien wurden abzentrifugiert. in 200 ml phosphatgepufferter 
Kochsalzlosung (PBS) resuspendiert und mechanisch aufgeschlossen. Die loslichen Proteine wurden durch 
Zentrifugation abgetrennt und die Sediments, die die Expressionsprodukte enthielten, nach zweimaligem 
Waschen mit PBS nacheinander mit steigenden Harnstoffkonzentrationen (von 1 M bis etwa 5 M) 
gewaschen, bis die Fusionsproteine in Losung gingen. Anschlieflend wurde mit fallenden Harnstoffkonzen- 
45 trationen bis zu der Hamstoffkonzentration dialysiert, die ausreichte, urn die Expressionsprodukte in Ldsung 
zu halten. Dieses Verfahren fQhrte zu einem Reinheitsgrad von 60-80 %. 


Beispiel 9: 

50 

Nachweis des Antigens, das durch 41-2gen codiert wird 

Mittels Kaninchen-Antiseren, die gegen das Expressionsprodukt des Klons 41-2 gerichtet sind, lie/3 sich 
55 im Western Blot mit Schizontproteinen kein Malariaantigen eindeutig nachweisen. Deshalb sollte ein 
grofleres DNA-Fragment des Gens 4t-2 exprimiert werden. Dazu wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme 
Alul und EcoRI ein 383 bp Fragment des 41-2 Gens isoliert, da/) 70 % der codierenden Region beinhaltet. 
Dies wurde in die Smal-und EcoRt-Stellen des Plasmids pUC18 subkloniert. Aus diesem Plasmid wurde mit 
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Hilfe des Restriktionsenzyms EcoRI ein 401 bp Fragment isoliert und in die EcoRI-Stelle des Vektors 
pEX31b kloniert. Nach der Transformation konnten Bakterienkolonien identifiziert werden, welch© ein 
Fusionsprotein von 26 kD exprimieren (vgl. Beispiei 7). Dieses wurde gereinigt (vgl. Beispiel 8) und zur 
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Die Antiseren erkennen im Western Blot mit Schizontenproteinen 
5 ein 29 kD Antigen, das durch das 41-2 Gen codiert wird. Die Differenz von dem kalkulierten Molekularge- 
wicht von 22 kD zu dem Molekulargewicht von 29kD in SDS-Polyacrylamidgelen kann durch Sekundarmodi- 
fikation erklart werden. So besitzt das Protein in dem Asparagin-Rest in Position 166 eine N-Glykosylie- 
rungsstelie. 

Da/3 von dem Klon 41-2 ein recht kleines antigen codiert wird, wird auch durch Northern Blot Analyse 
io bestStigt. So wurde im Schizontenstadium von P.falciparum eine mRNA von 1 ,6 kb detektiert, welche mit 
der Insert-DNA des Klons 41-2 hybridisiert. Die Northern Blot Analyse wurde nach bekannten Methoden (T. 
Maniatis et al., a.a.O.) durchgefGhrt. 


75 Beispiel 10: 


Antigenzuordnung weiterer Kione 

20 Antiseren gegen die gereinigten Fusionsproteine der Kione 41-1, 41-3, 41-4, 41-5, 41-7 und 41-10 
wurden dazu benutzt, die korrespondierenden Antigene durch Western Blot Analyse mit Schizontproteinen 
zu identifizieren. Dabei lie/ten die Antiseren gegen die Fusionsproteine der Kione 41-1, 41-3 und 41-4 keine 
eindeutigen Identifizierungen zu. Die Insert-DNA des Klons 41-5 kann einem 96 kD Antigen zugeordnet 
werden. Eine Dreiergruppe von 96 kD Antigenen von P.falciparum wurde beschrieben (H. Jouin et al. 

25 (1987), Inf. Imm. 55 r 1387-1392). Antiseren, die gegen ein Expressionsprodukt des Klons 41-10 gerichtet 
sind, erkennen zwei Antigene von 113 und 140 kD. Die Reaktion mit dem 113 kD- Antigen wurde als 
Kreuzreaktion mit dem SERPI Antigen (vgl. Beispiel 2) identifiziert, das mit einem protektiven Antigen 
identisch ist. 41-10 codiert somit eine 140 kD Protein von P.falciparum . 

Gemeinsam ist all diesen Genen, da/3 die von ihnen codierten Antigene Oder Teile davon mit einem 

30 Serum reagieren, das gegen eine protektiv wirkende 41 kD Proteinbande gerichtet ist Nur der Klon 41-7, 
der neben dem Klon 41-2 die starkste Reaktivitat mit dem Antiserum gegen die 41 kD Proteinbande besitzt, 
kann eindeutig einem 41 kD Protein zugeordnet werden. 

Antiseren, die gegen das Fusionsprotein des Klons 41-7 gerichtet sind, erkennen im Western Blot mit 
Schizontproteinen eindeutig die 41 kD Proteinbande, die auch von dem Ausgangsserum erkannt wird. 

35 Dieser Klon scheint somit ein Teilfragment des 41 kD Antigens zu codieren. Da 13 die untersuchten Kione 
Teilsequenzen verschiedener Gene tragen, wurde fUr die Kione 41-1, 41-2, 41-3, 41-7, 41-10, 41-14 und 41- 
15 auch durch Southern Blot Analysen bestatigt. 


40 Beispiel 11 


Herstellung einer genomischen lambda gtll Genbank 

45 2 iig DNA des P.falciparum Stammes FCBR wurden uber Nacht bei 37 Q C mit 14 Einheiten des 

Restriktionsenzyms EcoRI in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCIa, 1 mM Dithiothreitol und 40 % 
Glycerin inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Unter diesen Bedingungen zeigt das Restriktionsen- 
zym EcoRI Stern-Aktivitat, wodurch sich DNA-Fragmente von etwa 50 bp bis 10 kb bilden. Die DNA-Region 
zwischen 500 bp und 7 kb wurde elektroeluiert und nach der Methode von T.V. Huynh et al. (1985; in DNA 
so cloning Vol. I, a practical approach, ed. D.M. Glover) in den Vektor lambda gtll kloniert. Es wurde eine 
Genbank von 5 x 10 s rekombinanten Phagenklonen hergestellt, welche amplifiziert wurde. 


Beispiel 12: 

55 


Isolierung und Sequenzierung des 41-7 Gens 


7 
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Da der Klon 41-7 tatsSchiich fUr ein Teilfragment eines 41 kD Proteins codiert (vgl. Beispiel 10). sollte 
das voilstandige Gen isoliert werden. Da 2 u wurde die genomische lambda gtll EcoRr Genbank (vgl. 
Beispiel 11) nach bekannten Methoden (T. Maniatis et ai., a.a.O.) mit nicktranslatierter Insert DNA des Klons 
41=7 gescreent. Daraus resultierten drei lambda gtil Klone, von denen mit Hilfe der Restriktionsenzyme 
s EcoRI und Sail jeweils ein 3.3 kb gropes Insert isoliert werden konnte. Der malariaspezifische Anteil des 
Inserts betrSgt 2.3 kb. Von diesem DNA-Fragment wurde eine Restriktionskarte erstellt. Ausgehend von 
dieser wurden Subfragmente zur Sequenzierung in die Bluescript Vektoren (Stratagene) kloniert. Die 
voilstandige DNA-Sequenz dieses 2.3 kb gro/ten malariaspezifischen Fragmentes konnte aufgeklart werden. 
Tabelle 18 zeigt die DNA-Sequenz des 41-7 Gens mit der daraus abgeleiteten Aminosauresequenz. Das 
io Gen besitzt keine Introns. Von der 5 nicht codierenden Region wurden 525 Basenpaare (AT-Gehalt « 84.2 
%) und von der Z nicht codierenden Region 772 Basenpaare (AT-Gehalt - 84,2 %) ermitteit. Der mittlere 
Abschnitt besteht aus 1086 Basenpaaren (AT-Gehait = 64,4 %) und codiert fOr 362 Aminosauren. Das 
berechnete Molekulargewicht dieses Gens von 39314 D stimmt gut mit dem geielektrophoretisch ermittelten 
Moiekuiargewicht von 41 kD Qberein. Dieses Gen wird in eine 2,4 kb grofle mRNA transkribiert, was durch 
is Northern Blot Analyse nach bekannten Methoden ermitteit wurde (T. Maniatis et al. a.a.O). Durch Southern 
Blot Analyse (vgl. Beispiel 4) konnte abgeleitet werden, dai3 nur eine Kopie dieses Gens pro P.falciparum 
Genom existiert. AuHerdem wurde gefunden, daS dieses Gen bei verschiedenen P.falciparum StSmmen 
(FCBR aus Kolumbien, Palo Alto aus Uganda, SGE2 aus Zaire, ltG 2 Gi aus Brasilien und FVOR aus 
Vietnam) konserviert ist. Zudem ist die malariaspezifische DNA-Sequenz des Klons 41-7 (Stamm T996 aus 
20 Thailand)identisch zu der Teilsequenz des aus dem FCBR-Stamm isoiierten Gens von Position 464 bis 729. 
Der Klon 41-7 codiert somit fOr die 88 N-terminalen AminosSuren des 41 kD Proteins. 

Aus der abgeleiteten Aminosauresequenz ist ersichtlich, datf das 41 kD Protein keine Signalsequenz 
und keine repetiven Abschnitte enthalt. Mit Hilfe des UWGCG (University of Wisconsin, Genetic Computer 
Group) Programms wurde diese Aminosauresequenz auf homologe Proteine innerhalb der NBRF-Protein- 
25 Datenbank untersucht. Dabei wurde gefunden. dafl das 41 kD Protein zu 66 % homolog zur Leber-Aldolase 
des Menschen (M. Mukai et ai., (1985), Nucleic Acid Res. 13, 5055-5069), zu 66 % zur Leber-Aldolase aus 
der Ratte (K. Tsutsami et al. (1984) J. Biol. Chem. 259, 14572- 14575), zu 68 % homolog zur Muskel- 
Aldolase aus dem Kaninchen (D.R. Tolan at ai. (1984), J. Biol. Chem. 259, 1127-1131) und zu 61 % 
homoiog zur Aldolase aus Trypanosoma brucei (C.E. Clayton (1985) EMBO J. 4. 2997-3003) ist. Das 41 kD 
30 Protein scheint somit die P.falciparum Aldolase zu sein. 


Beispiel 13: 

35 

Schutzversuch im Tiermodell: Immunisierung von Aotus lemurinus grisaimembra (Karyotyp VI) 

Dieses Experiment wurde durchgeftlhrt, urn die Wirksamkeit der beschriebenen Expressionsprodukte 
bezOglich der Induktion von schOtzender Immunitat in fGr P. falciparum empfanglichen Affen zu prufen. Ais 
40 Versuchsimpfstoff diente eine Kombination der Expressionsprodukte der immunologisch stark reagierenden 
Klone 41-1, 41-2 und 41-3. 


1. Versuchsanordnung 
45 

6 Aotusaffen der o.g. Spezies (1000-1500 g Korpergewicht, mSnnliche und weibliche Tiere aus der 
Zucht der Behringwerke AG) wurden randomisiert und In 2 Gruppen zu je 3 Tieren aufgeteilt. 

Fusionsproteine der Klone 41-1, 41-2 und 41-3 wurden in PBS 3 M Harnstoff gelost und im Verhaltnis 
1:1:1 gemischt. (Endkonzentration: 300 u.g Protein/ml). 3 Tiere wurden in Abstanden von 3 Wochen 3 x mit 
so jeweils 1 ml der kombinierten Fusionsproteine subkutan immunisiert Als Adjuvans diente eine 10%ige 
Zumischung von 50% AI{OH) a / 45% Lecithin/5% Saponin zum Antigen. 

3 Tiere der tnfektions-Kontrollgruppe erhielten ebenfalis nach o.g. Schema jeweils eine injection aus 
PBS 3 M Harnstoff + Adjuvans ohne Antigenkomponente. 

Um eine moglichst gleichstarke experimentelle P.falciparum- lnfektion in den Tieren zu gewShrleisten, 
55 wurden alie Affen acht Tage nach der ietzten Immunisierung splenektomiert (erhohte Suszeptibilitat). 

Am 67. Tag nach der 1. Vaccinierung wurden all© 6 Tiere mit 5 x 10 1 * * * * 6 parasitierten Erythrozyten 
intravenos infiziert. Als Challenge-Stamm wurde P. falciparum-Palo Alto (Uganda) gewShlt, der, in vitro auf 
Aotus-Erythrozyten adaptiert, von einem splenektomierten Spendertier (4 % ParasitSmie) direkt auf die 
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Versuchstiere ubertragen wurde. Dieser Stamm zeichnet slch durch eine hohe Infektiositat im Vergleich zu 
anderen P. falciparum-lsolaten aus. Es ist aufierdem interessant zu erwahnen, da/J dieser Stamm heterolog 
zu dem fUr die Gewinnung der Immunisierungsantigene verwendeten Stamm T996 (Thailand) bezUglich 
Provenienz und Serotyp ist 

Wahrend der gesamten Verlaufsstudie (vor und nach Immunisierung sowie nach Challenge) wurden 
physiologische, parasitologische, serologische und klinischchemische Parameter regelmaflig untersucht. 


2. Ergebnisse 

70 

wahrend der gesamten Immunisierungsphase zeigten sich keine pathologischen Veranderungen aller 
untersuchten physioiogischen (klinisches Erscheinungsbild, Temperatur, Gewicht) und klinisch- chemischen 
Parameter (Erythrozyten, Hamatokrit, Blutsenkung, Serumenzyme GPT und GOT). ZusStzliche sicherheits- 
pharmakologische Untersuchungen (akute subkutane Toxizitat in der Maus f lokale VertrSg- lichkeit am Affen 
75 nach Richtlinien der Europaischen Pharmakopoe) bescheinigten der verwendeten Impfstoff-PrSparation 
ausreichende Sicherheit und Vertraglichkeit. 

2.1 Parasitamie 

20 

Hauptparameter fQr die Wertbemessung eines induzierten Schutzes (Protektion) ist der mikroskopische 
Nachweis parasitierter Erythrozyten im peripheren Blut des Versuchstieres. 

Bereits vom 7.-10. Tag nach der Infektion konnten vereinzelt parasitierte Erythrozyten (kleiner als 1 
Promille) im Giemsa-gefarbten Blutausstrich der nicht immunisierten Tier© nachgewiesen werden. Die 
25 immunisierten Tiere zeigten ein verzogertes Auftreten von Parasiten vom 10.-15. Tag p.i., erreichten 
maximale Parasit2mien von 1-2 % und kontrollierten die Infektion spontan. Ein Tier starb interkurrent an 
Pneumonie. 

WShrend ein Tier der nicht immunisierten Gruppe eine maximale ParasitSmie von 4,5 % selbst 
kontrollieren konnte, muflten die beiden anderen Tiere nach Erreichen einer Parasitamie von > 10 % mit 
30 Mefloquin tR) (Hoffmann La' Roche) behandelt werden, um einen todlichen Infektionsverlauf zu verhindern. 
Der Challenge-Stamm Palo Alto erwies sich in vorausgegangenen Infektionsversuchen als Chloroquin- 
resistent. 

Rgur 1 2eigt links den Verlauf der ParasitSmie in Aotus-Affen nach Immunisierung mit einer Kombina- 
tions vac cine bestehend aus Fusionsproteinen der Klone 41-1, 41-2 und 4t-3 r rechts den der Kontrolle (nicht 
os immunisierte Tiere). 


40 


45 


50 


55 
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TABELLE 1: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezif ischen DNA-Inserts 
5 des Klons 41-1 und abgeleitete Aminosauresequenz 

10 30 50 

TAAAATCTTTATGTATTTTTAAACAAASAAATAAAAAGGTAAGGTCATCAAATAhTTCAT 
LvsSerLeuCvsI lePheLysGlnArgAsnLysLysVal ArgSerSerAsnAsnSerS 

io 7 o 90 110 

CTTTCTTAA 7 TGATTTTAGAAACTCACATACGAATAATATC AAT ATGTTAACAGAAAATC 
e^PheLeuIleAspPheArgAsnSerHisThrAsriAsnl leAsnMetLeuThrGluAsnG 


iro 150 170 

75 AAAAGTTTAAT AATGT ATT ATTGAAT AAAG AAATTCAGATGGAT GAAA ATCAGGA ACGT G 
InLysPheAsnAsnValLeuLeuAsnLysGluI leGlnMetAspGluAsnGlnGluAraG 


20 


190 210 230 

AATTTTCAATTGATGATTGTTTAATGAACTGCCTGAAACATAATGCATCTAATTTAAAaA 
luF'f'ieSerl leAsDAspCysLeuMetAsriCysLeuLvsHisAsnAlaSerAsnLeuLvsT 


25**1 270 290 

CCAATGAAGATTATGAAAGATATTGTAATGAAGACAAAATATTGAATCCAGATTATAAGC 
hrAsnGluAspTvrGluArgTvrCvsAsnGluAspLysI leLeuAsnFroAspT vrLvsP 

310 330 350 

CTTCAGAATCTAGAAAACTGGGAGAAAAATTTTTGCAAAAAAGTCAAAAGGAATTATATT 
rsSerGluSerArgLvsLeuGlvGluLysPhsLeuGlnLvsSerGlnLvsGluLeuTvrT 


370 

30 ATTCTTATGC 
yrSerTyr 


35 TABELLE 2: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezif ischen DNA-Inserts des 
Klons 41-2 und abgeleitete Aminosauresequenz 

10 30 50 

ao AACATGTGTGGAAATATTTATTTCAGCATTCATCTGATTTACTTAAATCTCAAGATAGTA 
HisvalTrpLysTyrLeuPheGlnHisSerSerAspLeuLeuLysSerGlnAspSerl 

70 90 110 

TTTATGAGTATATGATATGTGATAAAAATATTTTATTAAATAAATTTATAAATGTACCAA 
45 leTyrGluTyrMetlleCysAspLysAsnlleLeuLeuAsnLysPhelleAsnValProL 

130 ISO 170 

AAGATTATGGAAATATAAATTGTGCTGCCTTTGCAGCAGGTATTGTTGAAGGCTTCCTCT 
ysAspTyrGlyAsnlleAsnCysAlaAlaPheAlaAlaGlylleValGluGlyPheLeuC 

so 190 

GTAGTTCTGAATTC 

ysSerSecGluPhe 


55 


10 



TABELLE 3: 


Nukleotidsequenz des malaria-spezif ischen DNA-Inserts des 
Klons 41-3 und abgeleitete AminosSuresequenz 

10 30 50 

CAGTAAAAATTTTAAAAAAAAAGAAAAATTTAAGAAAAATAAAGGAAACCACTGATGAAG 
ValLysI 1 eLeuLysLysLysLysAsnLeuArgLys 1 1 eLysGluThrTh rAspGluG 

70 90 110 

AGAAAACTT CAGATAATGTTTCTCAAATGTATGAAAGAAAAGGTGGAC CATTAC CAC CAC 
luLysThrSerAspAsnVaiSerGlnwetTyrGluArgLysGlyGlyProLeuProProP 

130 

CCGAACTTAGAAAACA 

roGluLeuArgLys 


TABELLE 4: 

Nukleotidsequenz des malaria-spe 2 if ischen DNA-Inserts des 
Klons 41-4 und abgeleitete Aminosauresequenz 


10 30 50 

gtatacctgaatttttaggacaatatcataatgttccccatgtattcaaagattatatga 
H eProGluPheLeuGlyGlnTyrHisAsnValProHisvalPheLysAspTyrMetS 

70 90 110 

gttccaatgattttataagtggtataaataatataaatgaatcagatgctctttttaata 

erSerAsnAspPhelleSerGlylleAsnAsnileAsnGluSerAspAlaLeuPheAsnA 
130 150 

ACATACAATATATAAAC CAAGCGAATGACCAAGAAGAAAACAAATT 
snlleGlnTyrlleAsnGlnAlaAsnAspGlnGluGluAsnLys 


TABELLE 5: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezifischen DNA-Inserts des 
Klons 41-5 und abgeleitete Aminosauresequenzen 


10 30 50 

TGTTTGATAATAGTGATTTTATTAAATCAATAATGGATTCTAATAAACAATTAAAAAAGT 
PheAspAsnSerAspPhelleLysSerlleMetAspSerAsnLysGlnLeuLysLysL 

70 90 110 

TAAGAGAACAAAATTCTGATTTAAATCATATTTTAAATGATTCTCAGACTTTAAAACAAT 

euArgGluGlnAsnSerAspLeuAsnHisIleLeuAsnAspSerGlnThrLeuLysGlnS 

130 150 170 

CTTTTGAAATGATTAAGAATCCATCTTTGATGAAAGAATTAATGAAAAATACTGATAGAG 
e t PheGluMe til eLy s AsnP r o Se cLeurte tLysGluLeuMe tLy sAsnThrAspArgA 

190 

CTATTAGTAATATTGAAGCCATACC 

lalleSerAsnlleGluAlaile 
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TABSLLE 6: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezifischen DNA-Inserts des 
Klons 41-6 uhd abgeleitete AminosSuresequenz 


10 30 50 

TCGTTGTCCTTTCCTTTGGTGATAAACGCAATGAGATAAAACAAAAAATTGACACGTTTT 
ValValLeuSerPheGlyAspLysArgAsnGluIleLysGlnLysIleAspThrPheC 

10 

70 90 110 

GTGGTGTAAGTAATGAAGAAAAGGAGAAACTAAAGGAACAATGGAAATGCTATGAAGCTA 
ysGlyValSerAsnGluGluLysGluLysLeuLysGluGlnTrpLysCysTyrGluAlaL 

is 130 150 

AATATGTAAAGGAAGATAATAAAAGTAAAG 
ysTyrValLysGluAspAsnLysSerLys 


TABELLE 7: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezifischen DNA-Inserts des 
Klons 41-7 und abgeleitete AminosSuresequenz 


10 30 50 

TGAATGCCCCAAAAAAATTACCAGCAGATGTTGCCGAAGAATTAGCAACCACCGCCCAAA 

AsnAlaP r oLy sLys LeuP r oAl aAs pVa 1A1 aGluGluLeuAl aTh rTh r Al aGlnL 


30 


35 


40 


70 90 110 

AGCTTGTTCAAGCTGGAAAGGGAATTTTAGCTGCTGATGAATCAACACAAACCATTAAGA 
ysteuValGlnAlaGlyLysGlyl leLeuAl aAlaAspGluSe rThrGlnThrl leLysL 

130 150 170 

AAAGATTCGACAACATCAAATTAGAGAACACAATAGAAAACAGAGCTAGCTACAGAGATT 

ysArgPheAspAsnlleLysLeuGluAsnThrlleGluAsnArgAlaSerTyrArgAspL 

190 210 230 

TATTATTTGGAACTAAAGGATTAGGAAAATTCATTTCAGGAGCAATTTTATTTGAAGAAA 

euLeuPheGlyThrLysGlyLeuGlyLysPhelleSerGlyAlalleLeuPheGluGluT 


250 

CATTATTTCAAAAGAATGAAGCCGGT 

hrLeuPheGlnLysAsnGluAlaGly 


45 


50 


55 
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TABELLE 8: 

Nukleotidsequenz des malaria-spezifisehen DNA- Inserts des 
Klons 41-8 und ahgeleitete AminosSuresequenz 


s 


10 30 SO 

TAACATTTTCTGTAGATACAAAACAAAATTTAAATGCATCTTATTCTAGTGGACAAGAAA 
Thr Phe Se r ValAspThr LysGlnAsnLeuAsnAl aSe r Ty r Se cSe r GlyGlnGluA 

10 

70 90 110 

ATAAACAAAATGAATCTGATGGAAAAGAAAATGAAGAAGATGAAGAAAATAAGGTATATG 
snLysGlnAsnGluSerAspGlyLysGluAsnGluGluAspGluGluAsnLysValTyrA 

is 130 150 170 

ATTTAATACTGGAAAATATAGAAC CTAACAAAAAAATACCCAT CATAAAAATCGTTAAAG 
spLeuIleLeuGluAsnlleGluProAsnLysLysIleProIlelleLyslleValLysG 

190 210 230 

20 AAATAAAAAAAGATCTTAATTTAAAACAAGCAAAGGATTTAGTTGATAATTTGCCACA 
■luIleLysLysAspLeuAsnLeuLysGlnAlaLysAspLeuValAspAsnLeuPro 


as TABELLE 9: . 

Nukleotidsequenz und abgeleitete Aittinosaurasequenz des 
malaria-spezifisehen Inserts-ONA des XLons 41-9 


30 


10 30 50 

AAAATAAAAATTATACAGGTAATTCTCCAAGTGAAAATAATAAGAAAGTTAACGAAGCTT 
AsnLysAsnTyrThcGlyAsnSerProSerGluAsnAsnLysLysvalAsnGluAlaL 

35 

70 90 110 

TAAAATCTTACGAAAATTTTCTCCCAGAAGCAAAAGTTACAACAGTTGTAACTCCACCTC 
euLysSerTyrGluAsnPheLeuProGluAlaLysValThrThrValValThrProProG 

130 150 170 

40 AACCAGATGTAACTCCATCTCCATTATCTGTAAGGGTAAGTGGTAGTTCAGGATCCACAA 
InProAspvalThrProSerProLeuSerValArgvalSerGlyserSerGlySerThrL 


190 210 230 

AAGAAGAAACACAAATACCAACTTCAGGCTCTTTATTAACAGAATTACAACAAGTAGTAC 
« ysGluGluThrGlnlleProThrSerGlySe rLeuLeuThrGluLeuGlnGlnValValG 


250 270 290 

AATCACAAAATTATGACGAAGAAGATGATTCCTTAGTTGTArTACCCATTTTTGGAGAAT 
InSerGInAsnTyrAspGiuGluAspAspSerLeuV'alValLeuProllePheGlyGluS 

310 330 350 

CCGAAGATAATGACGAATATTTAGATCAAGTAGTAACTGGAGAAGCAATATCTGTCACAA 
ecGluAspAsnAspGluTyrLeuAspGlnValValThrGlyGluAlalleSecValThrM 


55 


370 390 

TGGATAATATCCTCTCAGGATTTGAAAATGAATATGA 
etAspAsnlleLeuSerGlyPheGluAsnGluTyr 


13 
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TABELLE 10; 

Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des 
malaria-spezaf ischen Xnserts-DNA des KIcns 41-10 

10 30 SO 

AATeTCATTCTGACGAAAATATTGTAACTTTACAAGGAAAACTTAGAAATACAGCTATCT 

SerHisSecAspGluAsnlleVaXThrLeuGlnGIyLysLeuArgAsnThrAlalleC 

70 90 12,0 

GTATAAAGAATGTTGATGAATGGATATTAAATAAAAGAGGTCTAACATTACCTAGTGAAT 

ysIleLysAsnValAspGluTrpIleLeuAsaLysArgGlyLeuThrLeuProSerGluS 


CACCTAATGAATCACCTAGTGAATCAGATAGTTATCTTAA 

etPEoAsnGluSerProSerGluSerAspSecTyrLeu 


TABELLE 11; 

Nukleotidsequenz des malaria-spezifischen DNA- Inserts des 
Klons 41-12 und abgeleitete Aminos&uresequenz 


25 


10 30 SO 

ATGAAGGAGAAGAATTAATATTAAATGATGATCAAAATAAATTACATATTGATACATTTG 
GluGlyGluGluLeuI 1 eLeuAsnAspAspGlnAsnlysLeuHi s IleAspThr FheG 

70 90 110 

AAAAATACAAATATCTCATTTGTGAAAATATTAATAATGACAAATTTGTTATAAAAAATA 
luLysTyrLysTyrLeulleCysGluAsnlleAsnAsnAspLysPheVallleLysAsnA 

130 150 170 

ATCAAATTACAACATTTGAAAACTTTTTGAAAAACCAACAAAATTTTGAAATAA 

snGlnlleThrThrPheGluAsnPheLeuLysAsnGlnGlnAsnPheGluIle 


40 


45 


so 


55 



TABELLE 12: 


Nukleotidsequenz und abgeleitete Amino sSuresequenz des 
raalaria-spezifschen Inserts des Klons 41-13 


20 40 60 

TAAATAATGAAAATATGGATAAACAAAATGTTAATATTCAAAATGAAGGTAATGGTTTTA 

AsnAsnGluAsnMetAspLysGlnAsnValAsnlleGlnAsnGluGiyAsnGlyPheA 

SO 100 120 

ATAATAATAAAAATAATAATGATCTTTTAAATGTTTATATATCACCTAATATGATTAATC 

snAsnAsnLysAsnAsnAsnAspLeuLeuAsnValTyrlleSerProAsnMetlleAsnH 

140 160 180 

ATTCTTTATCTTCAACTTGTGAAAAAAAAAATAAAGAAGATAACAAAATGAATGACAATA 
isSerLeuSerSerThrCysGluliysLysAsnLysGluAspAsnLysMetAsnAspAsnL 

200 220 240 

aatttcttaatagcagtagtaaaatgaaaattccagagataagtacgaacaactcaaatg 

ysPheLeuAsnSerSerSerLysMetlysIleProGluIleSerThrAsnAsnSerAsnG 

260 280 300 

aaaagattgttaatgtgtcaaatgatgaaatgttagtatatcataatttaaccgtattaa 

luLysIleValAsnValSerAsnAspGlurtetLeuValTyrHisAsnLeuThrValLeuA 

320 340 360 

atgtaaaggaacaaggaggtgtaacagaagaatcgagctgtataaaacgcacatattttg 
snValLysGluGlnGlyGlyValThrGluGluSecSerCysIleLysArgThrTyrPheV 

380 400 420 

tggatcaattttatgattcatataatatgagaaatgaaaaaataacagatgataatatgc 
alAspGlnPheTyrAspSerTyrAsnfletArgAsnGluLysIleThrAspAspAsnMetG 

440 460 480 

AAGTAGAAGATATATATAATGTAAAGGAAAATATAAAAAGAACTCTAAAAGGTGATGGTC 
InvalGluAspIleTyrAsnValLysGluAsnlleLysArgThrLeuLysGlyAspGlyP 

500 520 540 

CTGATGATGTCAAAACGAATATGCTGAGTGAAGATAATAGTTATGCAAGTGGTTTATGGG 
roAspAspValLysThrAsnfletLeuSerGluAspAsnSerTyrAlaSerGlyLeuTrpG 

560 580 600 

GTAACGAAATAAACTTTATTAGTAATAATGAAAATTGTTTAAATAGCTATGATATATCAT 
lyAsnGluIleAsnPhelleSerAsnAsnGluAsnCysLeuAsnSerTyrAspIleSerC 

620 640 

GTGATGAGAAATATATCCCAAATGAAGAGGAACAGGA 

ysAspGluLysTyrlleProAsnGluGluGluGln 
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TABELLE 13: 

Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des 
malaria-spezifischen Inserts des Klons 41-14 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


40 


10 30 SO 

ACAACAATATGAACAGAATAAATAGTTTAAACAATAAAAATAATATTAAC c ctataaatc 
A snAsnMetAsnArglleAsnSerLeuAsnAsnLysAsnAsnlleAsnProlleAsnG 

. 70 90 110 

AATACAATGATGAAAAACAAAACTTACTTAACGNCCATCTTCAGTVCAATCAAGTAAATT 
InTyrAsnAspGluLysGlnAsnLeuLeuAsnXxxHisLeuGlnXxxAsnGlnValAsnT 

130 ISO 170 

ATNATAATAACCTTGTGAATGGCYTTCATANAANNAAATTTTTAAGCAATAATAATTATA 

y rXxxAsnAsnLeuVa lAsnGlyXxxfl i sXxxXxxLy s Phe LeuS e cAsnAsnAsnTy r I 
190 210 230 

TTAATACTACAGATATTAATGGAAATAATATGATTAGTCATAATGATCATATGAATAATA 

leAsnThrThrAspIleAsnGlyAsnAsnMetlleSecHisAsnAspHisMetAsnAsnL 

250 270 290 

AATTATACAGTAATATAAACAATAATTATTATTATAATAGGGCTAACAATGAAATTCCTA 

ysLeuTycSerAsnlleAsnAsnAsnTyrTyrTyrAsnArgAlaAsnAsnGluIleProA 

310 330 350 

ATAATAATAGTAACAATCATAATAATAATTTCAATATATATGAATCCAAATACCAAACCA 

snAsnAsnSerAsnAsnHisAsnAsnAsnPheAsnlleTyrGluSecLysTyrGlnThrM 

370 390 410 

TGATTCATAACAACAACATAGGACAAGATCTAAAACAACAAATAAATAATTATAATGAAA 

etlleHisAsnAsnAsnlleGlyGlnAspLeuLysGlnGlnlleAsnAsnTyrAsnGluA 

430 450 470 

ATACATCTTCTAATAATAATTTAAGTATATCTCAATTACTTGAGGGAAATACAAATTTTA 

snThrSe r Se rAsnAsnAsnLeuSe r I le Se rGl nLeuLeuGluGl yAsnTh tAsnPhe 1 

490 S10 530 

TAAATATTTCTAATACATTTATTAATACGAATTATTCTAATGATTTTCATCA 

leAsnlleSerAsnThrPhelleAsnThrAsnTyrSerAsnAspPheHis 


45 


50 


55 


16 



Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des 
malaria-spezifischen Inserts des Klons 41-15. 


10 30 50 

ACAGCAACAACAATAATAATAATAATAATAATATTAGTAATAATATTAGTAATAATAAAG 

SerAsnAsnAsnAsnAsnAsnAsnAsnAsnlleSerAsnAsnlleSerAsnAsnLysA 

70 90 110 

attgtgatgaatacgattatcaggaagaatatttgaaagataaagcattatacgattcag 

spCysAspGluTyrAspTyrGlnGluGluTyrLeuLysAspLysAlaLeuTyrAspSerA 

130 150 170 

ATATGGACGAAAATACAAATCAACTTCACAATAATGAACATCATACAAATCAACAT CAC G 

spKetAspGluAsnThrAsnGlnLeuHi sAsnAsnGluHi sHi sTh rAsnGlnHi sHi sA 
190 210 230 

CAAATTGGCATCATCACAAACATCAAAAGCAACATTTCAAACAACTTATTGATCATAACA 
JaAsnTrpHisHi sHisLysHisGlnLysGlnHisPheLysGlnLeulleAspHisAsnA 

250 270 

ATATGATAAATAATAATGATAATAATATTATCAATAA 
snAe tZ leAsnAsnAsnAspAsnAsnl le Z 1 eAsn 


TABELLE 15? 

Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des 
malaria-spezifischen.. Inserts des Klons 41-17 


20 40 60 

GCACTGCCACCCTTGTTGCGGAAGAATTGCACCAGCTCGGCTATTCACTGGCGCTGGGTC 

ThrAlaThrLeuValAlaGluGluLeuHisGlnLeuGiyTyrSecl«euAlaLeuGlyA 


80 100 

GCGAAGTAGTTAATGAAAGTAGCCGGATGGGATTACCTGATGAATTC 

rgGluValValAsnGluSerSerArgMetGlyLeuProAspGluPhe 
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TABELIE 16: 

NuJcleotidsequenz und abaeleitete Aminosauresequer.z des 5'Zr.ces 
des P. falciparum (Isolat FCBR) Genes, das durch das Ir.ser 

des Klones 41-2 spezifiziert wird. 

10 30 SO 

TTTAAAAATTTTATAAATAATTTTTCTCTTTTATATTTAATACATCTATAAGTATATATG 

70 90 no 

TAATAATTTGATACACAAGAAATG7GTATTTTTAATATA7AXATATAXATATATAXAIAT 


15 


130 ISO 170 

ATATATATATATATATATATATATATATATATGATATATATAAATATATACATTTATTTA 


190 210 230 

TTCCATAATTTATTAAAAATAAATTTATATATTTTATTTTATTTTTTATTTATTTATTTG 


20 


250 270 290 

TATAXATTAAATCTTTTCAATGGAATAAAATTCAATCGGArCGTTATATAAACTTTATTA 


310 330 350 

TATCAAATAAAACACTTTTTATAAXAATACGAAAAAXATATTTCCTTAITTTTATGTTTT 


25 


370 390 410 

CAAAA77TTAGTAGAC77ATAATATTATTATGGATAACATTAACAAATAAAAATAT7ATG 


430 450 470 

AGTATAATATGTAAAXTATTTTTTTTTTTTTACAGTTTATATG7TTATGAACATATAATG 

so 490 510 530 

TGAXAAATAAAATTGATTAATXAXXAXTAXAIATAAXIACTCTXGTAAIXTATXAAAAXG 

550 570 590 

GXAXATTATAXAXAXAXATATAATTXXTTTTAXAXTAXTXGAATAAAAATATXAAATAAA 


35 


610 630 ' 650 

AATTTTGTGTXIGGGXAAATCATAATAAGTGCIAACGTTCATAAXTTAXCTCAXTAAAAA 


40 


670 690 710 

ATAGAAATGAAAXATAATATTTACGACAGTACATATATATATATGTATATTATTAAAAAA 

730 750 770 

AAATAAAAATAACACAXATATATATAXAXATATAXAXAXATTGAXAATAXAXAXGXXXXA 


45 


50 


55 


790 810 830 

AGTATGGATAAAXCAAAAAGXTCCAIAGAGAAAGAAXXAAAXAGGAIAAAACAGGAXGXG 
KetAspLysSerLysSerSerlleGluLysGluLeuAsnAcgrleLysGlnAspVal 

850 870 890 

agcxtaagcgcatttagxatcctcttxagxgaaaxggiacaataxtgxttaxaxaaaagt 
S en,euSerAlaPheSerIleleuPheSerGluttetValGlnTyrCysI>euTytLysSer 

910 930 950 

aaaagaggataxcgaaxagaagatxgtttacaxgaaaxgggxttacgtgxaggxtataaa 
L ysArgGlyTyrArgileGluAspCysLeuHisGluMetGlyieuArgValGlyTyrLys 

970 990 1010 

TTAAATGAATATXTAACAIAXAAGAAXAAAGTGAAAAGAAGCATAAAXAXXATXAAXAXT 
LeuAsnGluTyrLeuThrTyrLysAsnLysValtysArgSerlleAsnllelleAsnlle 


18 



1030 1050 1070 

TTAACATTCATATCTAAACATGTGTGGAAATATTTATTTCAGCATTCATCTGATTTACTT 

LeuThrPhelleSerLysHisValTrpLysTyrLeuPheGlnHisSerSerAspLeuLeu 

1090 1110 1130 

AAATCTCAAGATAGTATTTATGAGTATATGATATGTGATAAAAATATTTTATTAAATAAA 
LysSerGlnAspSerlleTyrGluTyrMetlleCysAspLysAsnlleLeuLeuAsnLys 

1150 1170 1190 

TTTATAAATGTACCAAAAGATTATGGAAATATAAATTGTGCTGCCTTTGCAGCAGGTATT 
PhelleAsnValFroLysAspTyrGlyAsnlleAsnCysAlaAlaPheAlaAlaGlylle 

1210 1230 

GTTGAAGGCTTCCTCTGTAGTTCTGAATTC 
ValGluGlyPheLeuCysSerSecGluPhe 
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TABSLLE 17: 

Nukleotidsequenz and abgeleitete AminosSuresequenz des 
3'Endes des P. falciparum (Isolat FCBR) Genes, das durch das 
Insert des Kiones 41-2 spezifiziert wird. 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


50 


1240 1260 1230 

gaattccaagcagatgttacagcgcacactattcatgaaggcgatgataattataacact 
GluPheGlnAlaAspValThrAlaHisThrlleHisGluGlyAspAspAsnTyrAsnThr 

1300 1320 1340 

ACTATTTTTATTAAATTTTATCCGGAAGTAGTGGAAAGAGAAAAAAACCACTAGATATTC 
ThrllePhelleLysPheTyrProGluValValGluArgGluLysAsnHis 

1360 1380 1400 

ATATAAGGGTCACACAATAAATATA7ATATATAATACATGTTGTATAAGTTGTCAAAAAA 

1420 1440 1460 

TXTATATGGAAAAAAATAAATTAAATATGTAAATATATATATATATATATATATATATAT 

1480 1500 1520 

fCTTTCTrTCTTTCTMTTTTTTTTTTTTTGTTATTATXAATGTATTATTTATCCTTATG 

1540 1560 1580 

CAXGGGATTATTTAACAAATTTATTGATAAAATAAATGTACCCCTTTTTTTTTTTTCTTT 

1600 1620 1540 

TTTTTCTTTTTTTTTTIT'TTGTATAAACATATTTATATATATTTATATTTAATTAAACCT 

1660 1680 1700 

TTTTTAACATTTTAAATCTATATGAAATAATAAATGAAGACATGACTATTTTAArACfiAG 

1720 1740 1760 

GAAATTAATGGTTCCTTAAATTTCACATAAAAAAAAAAATAAAACATATAATATATATAT 

1780 1800 1820 

ATATATATATAAAACACTTGGTTCXAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAA 

1840 1860 1880 

TTTGTATGGAGATAT’EATAATATTTAAACAATATATATGACATATATAGAGGACATACTG 

1900 1920 1940 

TTACCAATATTXTGAATACATTGTTGGAATTTTTTATTTTTTCATATATCATACATAAGA 


I960 1980 2000 

CCTTCTGGAAAAGAAAAAAGTAATAAAGTGTCTTATATACTATTAATXTTGAATATAGAT 


2020 


2040 


2080 


2100 


2060 


TTXTTTTCTTTTCTTTCAAAATTAAAAAGTATTCTATCAATGTATGTAAAATATATAATT 


2120 


2140 2160 2180 

CrrTTTATAACArTATTTTGCATATTCCAAATTTTTTCTATGTGTCCAAAAAAAAAAAAA 


2200 2220 2240 

AAAAAAATAAAGTGTTAATAAAAAAATTAAAXAATATATGXGAAGATACrmrrTAATA 


2260 

S5 TGCATATGTATATATATTTATATATATAGATC 


20 



‘ EP 0 322 712 A2 


TABELLE 18; 

Nukleotidsequen 2 und abgeleitete AminosSuresequenz des 
41 kD Proteins von P. falciparum. 


TO 


IS 


10 30 50 

aattttttttttgaatattctttttagcatttgatataatattattttgaaaatggtaag 

70 90 110 

aatataaaacatttaagaaataaataaaagtacagtgtttatatataccgtataaatgaa 

130 150 170 

TAAGTGTATATATATATATATATATTAAATACATTTATATTATTAATTTATACCAATGCA 

190 210 230 

TAGTXATATATATATATACTATTATATATGTATTCATTTTATTCTGCTCACATTATTTAT 


20 


25 


30 


35 


250 270 290 

GCATATGCTTCCTTTATAATAAATATATTCGTATTAACATTCAAGAAATGAGGACGAAAT 

310 330 350 

ATTCCTTAATTTACATATGTATTTTTTTATTAATTGAAAAAAAAAAAAAAATAGTAAAAA 

370 390 410 

TAAGTATAGGCATATATTGAATAATGTGCTGTTGAATTGATTXATATATATATATATATA 

430 450 470 

TATATGTATATTTATTTATATTTATACATATGGGAATATTATATATTTTCCTTTTTTCTT 

490 510 530 

ATTTTTATATTTTTATATTTTTTTTTAGGCTCATTGCACTGATATATGAATGCCCCAAAA 

KetAsnAlaProLys 


550 570 590 

AAATTACCAGCAGATGTTGCCGAAGAATTAGCAACCACCGCCCAAAAGCTTGTTCAAGCT 
LysLeuPcoAlaAspValAlaGluGluLeuAlaThrThrAlaGlnLysl<euValGlnAla 

610 630 650 

GGAAAGGGAATTTTAGCTGCTGATGAATCAACACAAACCATTAAGAAAAGA7TCGACAAC 
GlytysGlylleteuAlaAlaAspGluSerThrGlnThrlleLysLysArgPheAspAsn 


« 670 690 710 

ATCAAAXTAGAGAACACAATAGAAAACAGAGCTAGCTACAGAGATTTATTATTTGGAACT 

HeLysLeuGluAsnThrlleGluAsnArgAlaSerTycArgAspLeuLeuPheGlyThr 

730 750 770 

45 AAAGGATTAGGAAAATTCATTTCAGGAGCAATTTTATTTGAAGAAACATTATTTCAAAAG 
LysGlyLeuGlyLysPhelleSerGlyAlalleLeuPheGluGluThrLeuPheGlnLys 

790 810. 830 

AATGAAGCCGGTGTACCAATGGTTAATTTATTACACAATGAAAATATAAXTCCAGGTATT 
AsnGluAlaGlyValProMetValAsnLeuLeuHisAsnGluAsnllelleProGlylle 

50 

850 870 690 

AAGGTTGATAAAGGTTTGGTTAACATTCCATGCACAGATGAAGAAAAATCAACTCAAGGT 
LysvalAspLysGlyLeuValAsnllePeoCysThrAspGluGluLysSerThrGlnGly 

55 910 930 950 

TTAGATGGATTAGCAGAAAGATGCAAAGAGXATTATAAAGCTGGTGCAAGGTTTGCTAAA 


21 
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TABELLE 18: 


5 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


LeuAspGlyLeuAlaGluArgCysLysGluTyrTyrI.ysAlaGlyAlaArgPheAlaLys 

970 990 1010 

tggagaacagttttagttattgacacagccaaaggaaaaccaactgatttatcaattcac 
TrpAcgThrValLeuVallleAspThrAlaLysGlyLysProThrAsptieuSerlleHis 

1030 1050 1070 

GAAACTGCATGGGGATTGGCTAGATATGCATCTATTTGTCAACAAAATAGATTAGTTCCA 

GluThrAlaTrpGlyLeuAlaArgTyrAlaSerlieCysGlnGlnAsnArgLeuValPro 

1090 1110 1130 

ATTGTTGAACCTGAAATTTTAGCTGATGGACCACACTCAATTGAAGTTTGTGCAGTTGTA 

XleValGluProGluIleLeuAlaAspGlyProHisSerlleGluValCysAlaValVal 

1150 1170 1190 

ACTCAAAAAGTTTTATCATGTGTATTTAAAGCTTTACAAGAAAATGGTGTATTATTAGAA 
ThrGlnLysValLeuSe rCysValPheLysAlaLeuGlnGluAsnGlyValLeuLeuGlu 

1210 1230 1250 

GGTGCATTGTTAAAACCAAACATGGTTACTGCTGGTTATGAATGTACTGCTAAAACCACT 

GlyAlaLeuLeuLysProAsnMetvalThrAlaGlyTyrGluCysThrAlaLysThrThr 

1270 1290 1310 

ACTCAAGATGTTGGTTTCTTAACTGTCAGAACCTTAAGGAGAACTGTACCACCAGCCTTA 

ThrGlnAspValGlyPheLeuThrValArgThrLeuArgArgThrValProProAlaLeu 

1330 1350 1370 

CCAGGTGTTGTATTTTTATCTGGAGGACAATCAGAAGAAGAGGCTTCTGTTAATTTAAAT 

ProGlyValValPheLeuSerGlyGlyGlnSerGluGluGluAlaSerValAsnLeuAsn 

1390 1410 1430 

YCAATCAATGCTTTGGGTCCACACCCATGGGCTTTAACCTTCTCTTACGGTAGAGCTTTA 

SetllaAsnAlaLeuGlyProHisPcoTrpAlaLeuThrPheSetTyrGlyArgAlaLeu 

1450 1470 1490 

eAAGCTTCAGTATTGAACACATGGCAAGGAAAGAAAGAAAATGTTGCAAAGGCAAGAGAA 

GlnAlaSerValLeuAsnThrTcpGlnGlyLysLysGluAsnValAlaLysAlaArgGlu 

1510 1530 1550 

GTTTTATTACAAAGAGCTGAAGCCAACTCCTTAGCAACTTATGGTAAATACAAAGGAGGT 

ValLeuLeuGlnArgAlaGluAlaAsnSerl.euAlaThrTyrGlyl.ysTyrLysGlyGly 

1570 1590 1610 

GCAGGTGGTGAAAATGCAGGTGCTTCATTATATGAAAAGAAATATGTCTATTAAAAACTT 

AlaGlyGlyGluAsnAlaGlyAlaSerLeuTyrGluLysLysTyrValTyr 

1630 1650 1670 

CACCAACCAAAAATGAATAATAATAATAATAAATAAATTACTAAATGAATGGTACTATAT 


1690 1710 1730 

TTTTAAAAATAAGGGTAATATATTTCTGTATGTATATATATATATATATATATACAAATA 

1750 1770 1790 

TGTGAATATAAAAAAAAAAAAAAAATGTAATATATATCGATCAATGTATATCTACGATAT 

1810 1830 1850 
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TABELLE 18: 


ATAAATATATATTTATTCATATCTCCCTTTTTTAGATGATATATTATAATACCTAAAATT 

X870 1890 1910 

ATATATATTTATTTATTATTATTTTATTTATTTAATAATTTTTTTTTATTAGTAAATGAT 

1930 1950 1970 

AATAAATTTTTTAAACGTTTTTTCAACGTTTTATTAAATGTGTAAATATAAATATAAATA 

' 1990 2010 2030 

TTATATATATATATATATATATATGTATGTATTTATTTATTTATTTAXATATACATACAT 

2050 2070 2090 

ACCTGTTGACATTCATGTAATATAATAAAGGAACACATGCTTATTTTGTATTATATATCT 

2110 2130 2150 

TACCTTCTACTTTTTAATAAAAAATGTCAAAGCAGGAAATAAAAACTTTTTAATTTAACC 


2170 2190 2210 

AAAAAAATATAATTAATGATGTACACTTATAGATATTGATACAAGAAAAACATTATATAT 

2230 2250 2270 

gttttttttttctttctttttttttttxttttttttaattataacaaaaaatatttatta 

2290 2310 2330 

TAATATATAATTTTAAATGAATGATGCAAATTTAATGAGCCATTTTATTIATATTTTAAA 


2350 2370 

TAATTATAATAATAAC GTACATAT ATAAAATGGTGATTGAATT 


Anspriiche 

1. Proteins von Plasmodium falciparum mit Aminosauresequenzen nach Tabelle 1 bis Tabeile 18 und 
antigenwirksame Teilsequenzen davon. 

2. Proteine nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch Expression der Sequenzen der Klone 41-1, 41-2, 
41-3, 41-4, 41-5, 41-6, 41-7, 41-8, 41-9, 41-10, 41-12, 41-13, 41-14, 41-15, 41-17, 41-2gen und 41-7gen. 

3. Fusionsproteine, die Proteine nach Anspruch 1 enthalten. 

4. DNA und ANA, codierend fUr Proteine nach Anspruch 1 . 

5. Gereinigte und isolierte DNA Sequenzen nach Tabelle 1 bis Tabelle 18, codierend fCir Porteine nach 
Anspruch 1, sowle dazu komplementare hybridisierende Sequenzen. 

6. Vektoren und DNA-Strukturen, die fur Proteine nach Anspruch 1 Oder 2 Oder Fusionsproteine nach 
Anspruch 3 codieren. 

7. Vektoren Oder DNA-Strukturen, die DNA-Sequenzen nach Anspruch 5 enthalten. 

8. Wirtszellen, enthaltend DNA nach Anspruch 4 Oder 5 Oder einen Vektor nach anspruch 6 Oder 7. 

9. Proteine, exprimiert von einer Wirtszelle nach Anspruch 8. 

10. Verfahren zur Herstellung von Proteinen nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dafi die 
fOr die Proteine nach Tabelle 1 bis Tabelle 18 kodierenden DNA-Sequenzen in pro- oder eukaryotischen 
Wirtssystemen exprimiert werden. 

1 1 . Polyklonale Oder monoklonale Antikfirper gegen Proteine nach Anspruch 1 . 2 oder 3. 

12. Vaccine, enthaltend eines Oder mehrere der Antigene nach Anspruch 1, 2 Oder 3. 
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13. Vaccine, enthaltend Proteine Oder Teile davon, die durch Expression der Kione 41-1, 41-2. und 41-3 
erhalten werden. 

14. Mittel zur Immunprophylaxe, enthaltend Antikdrper nach Anspruch 11. 

15. Diagnostika, enthaltend DNA Oder RNA nach Anspruch 4, 5, 6 Oder 7. 

5 16. Diagnostika, enthaltend Antikdrper nach Anspruch 11. 

17. Diagnostika, enthaltend Proteine nach Anspruch 1, 2 Oder 3. 

18. Proteine, isoliert mit Hilfe von Antikorpem nach Anspruch 11. 


io Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten:GR ES 

1 . Verfahren zur Herstellung von Plasmodium falciparum Proteinen, dadurch gekennzeichnet, da/I die 
fur die Aminosauresequenzen Oder antigen wirkenden Teile davon nach Tabelle 1 bis Tabelle 18 kodieren- 
den DNA-Sequenzen in pro- Oder eukaryotischen Wirtssystemen exprimiert werden. 

75 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/I die Sequenzen der Kione 41-1, 41-2, 41-3, 

41-4, 41-5, 41-6, 41-7, 41-8, 41-9. 41-10, 41-12, 41-13. 41-14, 41-15, 41-17, 41-2 gen und 41-7 gen 
eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 durch Anligieren an Sequenzen der 
Kione nach Anspruch 2 von anderen Proteinen Oder Teilen davon Fusionsproteine hergestellt werden. 

20 4. Verfahren zur Herstellung von poly- Oder monoklonalen Antikorpem, dadurch gekennzeichnet, da/I 

die nach Anspruch 1 oder 2 hergestellten Plasmodium falciparum Proteine zur Immunisierung eingesetzt 
werden. 

5. Verfahren zur Herstellung einer Vaccine, dadurch gekennzeichnet. da/3 eines oder mehrere der nach 
Anspruch 1 oder 2 hergestellten Antigene eingesetzt werden. 

25 6. Verfahren zur Isolierung von Plasmodium falciparum Proteinen, dadurch gekennzeichnet, daB die 

nach Anspruch 4 hergestellten Antikorper eingesetzt werden. 

7. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, dadurch gekennzeichnet, da/I nach Anspruch 4 hergestell- 
te Antikdrper eingesetzt werden. 

8. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, dadurch gekennzeichnet, da/3 nach Anspruch 1 oder 2 
30 erzeugte Plasmodium falciparum Proteine eingesetzt werden. 

9. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, dadurch gekennzeichnet da/I die fur Aminosauresequen- 
zen von Tabelle 1 bis Tabelle 18 kodierenden Nukleinsauren eingesetzt werden. 


35 


40 


45 


50 


55 


24 
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Antigen H-1— 41-3 






